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　Actomyosin溶液似下AM）の粘度測定にお
V・て，　ATP添力11に：よるその粘度低下度．から，
Mornmaertsi＞はmyosillと　ATP　とのbond
energyを計算した。この際ATPの分解に：作う粘
度恢復2）を：防ぐためmyosin　ATPaseを抑制した
條件下で実験を行う必要があり，Mommaertsは
この目的のためにMg＋＋を用v・3），　さらに低淵が
ATPase活性度を弱める作用を併用し3）J　O℃にお・
いて粘度攣化を追求した。それにもかかわらす，
ATPase抑制作用は充分でなく，ATPの微量の点
は外挿淑こよって求めている。
　筆者は先にammonia　bu丘erヵミAM液料疲には
殆んど影響を與えすに：，myosin　ATPaseのみを
弧く抑制する事実を報告したが4），ここにごの系を
利用し，常温にお・いて粘度．攣化を測定し，myosin
とATPとのbond　energyを計算し得たので報告・
する。
　　　　　　　　　実験方法
ammonia　buff“e’rを加えた一定量のAM液に，　Mom一
maertsにより記述せら’yvた如く，初め充分量のATPを
添加し，その粘度低下度を100とする。次いで漸噂ATP
量を減量してゆくと，’ATPのsaturation　vah1餅を知る
ことが出彫る。さらにATPを減少してゆくと，次第に粘
度低下度も減少し，添加ATP量が零となるに及んで粘度
低下度も零となる。　　　　　　　　　　　　　．．・
　かくの如くし．て，横軸にATP濃度，縦軸にAMの粘度
低下度を最大低下度の％で示せば一つの解離曲線を得るこ
とが出贈る。
　今ATPのモル濃度をCA，　myosin及びMyosin－ATP－X・r“
モル濃度をそれぞれCM，　CMAとする。　Mommaertsに
從えば，　　　　『平衡恒数K…CMAICA・CM
である。粘度低下度50％のところでは，CMA＝CMであ
るから，その暗のATP濃度の逆数からKを求め得る。
このKの値から，　　dF　＝　一RT　ln　K
によって，tiFを知ることが川來う。
　　　　　　　　　AM液　試　料
myosin　B液：　Weber－Edsall氏液で｝M　illし，　Szent・・
Gy6rgyi5）の方法に準じて精製する。
　合成AM液：actin及びmyosinをそれぞ塵StraubO），
Szen七一Gy6rgyi7）の：加去により，家兎大腿筋から作製し，
1）　Mommaerts，　W．　F．　H．　M．　：　Biochim．　et　Biophys．
　Aeta　4，　oro　（lgoro）．
2）　Polis＆Me，yerhof：　cit．　O．
il）　Momrnaerts，　W．　F．　H．　M．：　」．　Gen．　Physiol．　31，
　5’61　（1948）．
4）大原：札幌医誌4，’98（1953）．
’：e@この水盤．の意味は用いたmyosinと化学量論的に結合
　するATPの最小量であるが，ここではATP　1分了・
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　　と対慮するmyosin量：を意味する。
”：’i：’ ﾀ際にはaCtOmyOSin及．びaCtOmyOSin－ATP。
5）Szen七一Gyδrgyi，　A．：　The　Chemistry　of　Muscular
　　Contraction　（New　York，　1951）．
6）　Straub，　］i’．　B．　et　al．：　cit．　5）．
7）　Szent－G．y6rgyi，　A．　：　The　Chemistry　of　Muscular
　　Contraction　（1947）．
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両者を一定の割合（actin：myosin＝1：2．5）に加えて
AMを作る。
　AM液組．成；　上記AM液2ecにammonia　bufferX
4ccを加う。
　ATP液：：　Szent－Gy6rgi7）により記｝陵されたATP・製
法に準ずる。ATP溶液はK一一・塩とし，種々の濃度のATP
溶液を上記AM液：6cβに0．1　cc加う。
　なおATPの純度はBodansky3）の方法によりlabile　P
を測定し，さらに電氣泳動法によりATP：ADPの比を求
め9），10）　ATPの純度を決定した。
　　　’
　粘度測定：Ostwald型粘度計をナ日いた。
　測定温度：　200C
実験成績
第1表
　　　　　　　　　　　考　　　按
　以上筆者ぱMommaertsの方法に準じ，筆者の
兄出したATPase抑制剤たるammonia　buffer　Va
刑v・て，AMとATPとが結合する際のfree
energyの島々を計算し1た。
　Mommaertsの即興と筆者の行った実瞼との條件の相違
は，Mommaertsはmyosin　Bを用いMg　C12存：在下で，
ATP－actomyosi　n　complexの解離曲線を0。Cで求めたの
に対し，筆者はammonia　bu’fferを川い，　myosin　B及び
合成AMにつき20。Cで実瞼を行ったことである。　また
Mommaertsと同様，　Mg　C12を刑い合成AMにっき200G
でも実測を行った。
　　　　　　　　　　　　Mommaertsによれば，　用いた
Myosin　B　（Amm．　Bu’ff．）
合戌AM（Amm．　Buff’．）
合戌AM（Amm．　Buff，）
合成AM　　　（Mg　Clg）
　　ロ　　エまmyOSm里
　．（mg）
12．or
7．7
10．5
saturation
value　（g）
100，000
‘30，000
200，000
［ATP］　i／，）
6．6×10－6
9．2×10－6
3．3×10－5
4．6×工0－6
dF　（eal）
一9，000
－7，200
－S，900
Amm．　Buff：Ammonia　buffer環境下
saturation　value：ATP　1分子と対応するmyosin量
rATP］1／2：50％粘度低下度に対慮する添加ATP量
vLscosLty　drop
lOO
go 3
　　　　　　？
1601／，／　／／
翌ン／
o
Fig．　1．mut　55510”　　　　　　　　　　　　　　　　qtnountot　ATPadr±edDissoci　ation　curve　of　the　ATP－myosin
complex．
Sys七em：
Temperature　：
Curve　1　：
Curve　2：
Curve　3：
synthetic　actomyosin
　　　20ec
7．7mg　myosin　in　ammonia　buff’er　6ee
］　2．5mg　m．yosin　in　ammonia　buff’er　6ce
lO．5mg　myosin　in　MgClu）　一KCI　6　ce
　　　　　　　　　　　　　（See　text）
AM量は20　mg，　saturation　value
は350，000gである。myosinの分子
：量は840，000±33，000といわれてい
る｝う、ら，　myosin　1分’子・にATP　は
2～3分子結合する山畑となる。
　free　energyについては，　Kの値
を10sとして一10，000　calと述べて
いる。　Mommaertsの成績白体か
らすれば，50％粘度低下度に対す
る添加　ATP濃度　［ATP］1／2は
3×10一6M／litで，これからK．を計算すれば3．3×105とな
る。しかし50％粘度低下度に対即すべきATP濃度は，正
しくは添加ATP：量からmyosinと結合したATP：量を差
引いた，残りのfree　ATPであるから，実際のK：の値は
こ＃．しょりも遙に少ない10s　order位のものとして，　dFの
値：を一10，000calと述べているものと思われる。試みに筆
濟がmyosin分子量を800，000とし，　myosin　1．分子に
AT？が2．3分子結合すると假建して，添加ATP量から結
合・ATP量を差引いたfreeのATP量を計算し，これより
dFを求めた所によれば，一　9，　1　OO　calとなる。
　筆者の行った成絞は，まとめて第1表に記載した。ATP
1分目子と結合するmyosin量は，30，000～100，000と多少
小さな値を得ている。但し上．重した如く，free　ATP量か
らdFを求めると，ノFはK：の対数として表わされている
関係上，大体において等しい。　しかしながら；ammonia
bufferを用いた合戌AMの2例の戌績にも，かなりの距
りが認められる。　これは試料の相達に基くAM　ac七ivity
’x　INN］E【4C13’容二十INN正【40H1容＋0．6MIζ：C14容．
8）　Bodansky：　J．　Biol．　Chem．　99，　197　（1937）．
9）　Alberty，　R．　A．　et　al．；　J．　Biol．　Chem．　193，　4S，5　（1951）．
10）牧之瀬：未刊．
11）殿村・渡邊等；＝ Bioehem．　」．　40，　27　c　190’3）．
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の差，ATP純度の差等，実瞼條件の相違によるものと看
倣され，この種の実瞼には成績にかなりの変動があること
を示すものである。從って筆者の成績とMommaertsの
成績とは，大体において同じ傾向のものと認むべきである
う。　ただ氏のmyosin　350，000にATP　1分子が対鷹する
という成績は，実際にはこれより小となる傾向がある。何
故ならばMommaer．tsの用いた試1料．はmyosin　Bであり，
ATP　1分子と対慮する350，000の値はAMとしての杭で
ある。．從って筆者の行った如く，合成AMを用いた方が
罵確を期し得るであろう。実際，殿村・渡減等l」）は，myosin
Bを用い，光散乱からmyosinとATPの口合比を求め，
口頃yosin量を全蛋白量CP　3／4と仮定して，1　40，000という値：を
得ている。しこれはmyosin量をtl／4としたことでMom－
maertsよりは合理的であるが，合・成AMによってInyosin
量を直接決定した方が優ることは，言を侯たないところで
ある。
　Szent－Gy6rgyi12）は，’myosin分子中にATP　1分子と結
合する．autoneなる小」麗位1を仮定し，その分’予量を35，000
～70，000と推定している。この概念よりすれば，乙川の行
った実1．瞼で，ATP　1分了・と対’Jre”．するmyo3in量3Q，000と
いう数値は，決して少きに過ぎるものではない。
　free　energyについて見ると，この系においては，71亀目
に建iした後のfree　ATP量を直接測定する串二は川來ない。
從つ空鰯『は，my・sinの分’J：量を800，000と定め，先ず
用いた　myosinのモル濃度を11Eす。　次いでsaturat量on
valueからmyosip　1分予にATP　fl可分予が結合するかを
計算し，50％粘度低下度に高田する添加ATP量より，
myosinと上の比率を以て結含したATP量を差し引いて，
freeのATP量を求め，　dFの値：を計算した。しかしfree
のATP量を正確に求めるには，　Ji＝1いたmypsin量，　ATP
量及び得られた解離曲線1こ，より以．上の精密度が要．求せら
れ，　從ってこれを求めるには相野の困難を俘なう。　但し
50％粘度低下度クこ対臨する添加ATP量から求めたdF／
の値1よりも，遙かに大である帯は予想せられ，4F／の値は
大体一6～7，000　ealであるから，比比の一結からも，
Mommaer七sの1」発日F～からも，　free　energy　eff－ec七は2t〈Lr
－IO，OOO　cal程度のものと見てよいと考えられる。
　次にMommaevts　と筆者の実1瞼條魯の相肩について考
禦して見たい。こオしには温度と環境の，IHiu，V！pa　1・ある。
　先ず温度1については，Mommaertsは00Gで実瞼を行っ
ているに対し，筆者は20DCでこれを行った。　温度が異な
ればKの値が異なることはいうまでもなく，Mommaerts
のいう如く，myosinとATPの結合．反側が獲熱反厘匡であ
れば，低温の方が高温より大きなKの値を示す。氏の戌
紐が筆者のそれより大きなKの値を示しているのは，一
つにはこのためであろう。
　環j寛の相難について，MommaertsはATPase抑制剤
としてMgCIL｝を用い，　筆者はamm．onia　bu’fl’erを用v・・
た。筆者の実験で，ammonia　buff’erを用いたものと，Mg
Cl．・を用いたものとの．解離曲線を比）11交して見ると，前者は
後者よりtlNkJkの寂る傾向がある。．このζとは一見，　同じ
ATP量に対してAMの粘．度低下度が少なレ・・ことを思わせ，
從って粘．度恢復が起りつつあることを示しているようであ
るが，ammonia　bu置er　lこ＃b’　Ll・・ては，　ATP添加後毎実1瞼，
少なくとも2～3分までは粘1隻恢復を示さないことを催め
た。一方MgCILiの実瞼では，添加ATP量が微量となる
につれて，粘度は少しく上昇するのを見た。故に山繊の寝
る傾向を，粘．度恢復には齢せられない。
　この理Fhを口回して見るに，　MgCIL）はATPaseを抑制
すると同時にAM液粘度のATP－dropをも促進するとい
わオしる ）。　しかりとすれば，同一ATP量に対して，より
大きな締隻効果を現わすことが予想きれる。このことは裏
より見れば，AMとATPとのa伍nlt．yを」曾．大するとも考
えられ，或る一定量までのATP変化に対しては，100％
の粘度低下を現わし，曲線は急唆となり，saturation　val．ue
も増大するとの考娯も可能であらう。しかし筆群’の行った
実1瞼では，M餅†存在によるATP－dropはそれほど著明
ではなく，1．111刷亀の形｝1飛の差を，今俄にごオしと断定すること
は斑來．ない。從ってこの理由は未詳ではあるが，粘度恢復
の少・な）．・点より，ammonia　buff”erが優iることだけは催か
である。
　なおMommaertsの実瞼及び筆者のMgCIL・を旧いた実
瞼において，解離i111i線は双illi｝衝聴示すがarnmonia　bu．任er
を用いた例ではS字胱曲線を現わす。このことについては
後述する。
　次にATP－myosill　complexの解離〔Hl線に対し，少しく
理論的な考．禦を加えて見たい。
　そもそも，AM液にATPを添加して生ずる遡llll度変化は，
一般にはATPがmyosinと結合する結果，　AMがactin
とmyosinに解離するものと解されている5）。即．ちこれは，
　　　AM－F　ATP　・＃　AM－ATP　・＃・　A十M－ATP
と固き記すことが｝［｛旧る。　しかしてMommaertsが求め
たKは，
　　　M＋ATP言M－ATP　　　　　　　　　　　，
なる反慮のそれであり，從ってdFもAMがac伽と
myosinとに解離することにより生ずるene》gy変化を無
締して，近：似的にこれを求めているものである。実際AM
の解離により生ずるenergyを求めることは困難でもあり，
12）　Szent－Gy6rgyi，　A，．：　The　Chemical　Physiolo．try　of　Body　and　Heart　Musele　｛195Z）：
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またそれを無親し得るものとして，かかる近似法が許容さ
オ．しるとしても，前述した如く，この系にお）・てはfree　ATP
量を直接測定することは出來．ない。しかしこれは次の如く
すれば，理論的に誘導することが潤來る。即ち，1yI十ATP
＃M5ATPなる反慮においては，　Mo即maertsの如く，
　　　　　　　CMA　　　　K＝CMCバ”……『”………’●”L”〔1）
しかして用いたmyosin及び加えたATPの濃度をそれぞ
　　　　　　　　　　CMAれCM・・CAp－Eし・eM。　　　　　　　　　　　　　．＝＝αと置けばこ，
　　　　　　　　　　　CM　＝CMo－CMA
　　　　　　　　　　　　　＝・　CMe一αCMo
　　　　　　　　　　　　CA　＝　CAu　一　CMA
　　　　　　　　　　　　　＝CAo一αCMo
こオしを①に代入すると，
　　　　　　　　　　　　　αCM｛」　　　　K＝　　　　　　　（CMo一αCMo）（CP．e－aCMe）
　　　　　　　　　　　　ぼ　　　　　「・一，）（C、。一、CM、〉”一一”……’‘’（‘a〕
しかしてCAuは添加ATP：量，αは粘度低下度として実験
値として翫知であり，從ってこわを〔2〕に代入すれば，CMo
の値及びfree　ATP量と無関係にKの値：を求めることが．
出山る。’
　醗って，筆者のammonia　bufl’erにおける成績が，　S粥
状曲線を現わすことに・ういて考察して見ると，縦軸のα，
横軸のCAoから描かオ「した曲線は〔2）式から示さオしる如くS
字駿曲繊を表わすべきである。しかしてMommaerts並
びに筆者のMgCI2を用いた曲線が双曲線となるのは，微
量：ATPで粘．度が恢復するため，．この微系illな点が現、われず
に，　一見双曲線になるものと考えられる。　また上述の如
く，myosinの分子量は840，000土33，000といわれ，從って
Mommaerts】≧；身の戌績からも，筆者の成績からもmyosin
1分・予に対し，ATPはn分子を以て結合・すると考えなけ
ればならない。　即ちM＋ATP⇒M・ATPなる反慮は，実
際にはM十nATP⇒M・ATPnと考えなければならない。
一般的に龍者即ちn＝・’iの場創よ双曲稼を現わら彼割高
’ちn＞1の場合はS字｝lk曲線となる111）。從って，この解離
曲線はS字駿曲線となる方が寧ろ正しいと思わオしる。
　しかるIC　Mommaerts白身の戌績では，．myosin　1分子
にATPはn分子が結合することが示されるにもかかわら
ず，解離曲線には1分子対1分子の結合を仮定した矛盾が
行われているものといえる．。これは上逃した如く，MgClx・
環境下で実瞼を行い，微量ATPの点を原点に夕卜挿したた
め，双曲線を得たことによう誤謬と考えられる。
　dしを要するに，Mommaertsの解離曲線の分析に当っ
て不備な点は，干衡に進した後のfree　ATP量を直接に測
定し得ないこと，　myosinとATPの反慮形式が知られて
いないこξの二点に蹄宥する。　『
　この魏点より見れば，上記〔幻の式から求められたKの
値は，1分子対1分予の反感のそれであり，從ってなお充
分に理論的とはいい得ない。tのこ点を満足するためには，
さらに幾つかの方法が可能である。
　第一には，筆潜が4Fの値：を求めた場合の如く，myosin
の分子量を一定値に仮定し，free　ATP量を計算してこれ
からdFの値を求める方法である。但しこのためには，前
蓮の如く実験條件を精密にしなければならない。
　第二には，先ずnの値を知る方法として次の如くする。
即ち
　　　M－FnATP　・t一　M・ATPn
において，CMAtlをy％とすれば，　CMは100－y，
　　　　　　　CMAnしかしてK＝bMC。許こ縫代入すれば
　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　K　＝＝　　　　　　　　　　（1　OO＝y）　CA，i
　　　從って．、ざ。r報㌫
しかして左：泌は解離曲線に才b“ける粘度低下度である。’放に
naTi．度低下度の逆詞を取れば
　　　　　　100　1　　　　　　　””　＝　＝r－A一　一’　“1－1　　　　　　　Y　KCAt］
從って，縦：Tlllliには粘度低下度の逆数，横軸にはn＝2，3，…
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1を代入したfre・ATP膿の逆数憎悪を取って成績
をplottし，直線関係のf浮らオしるls3’＃のf直からnを；求めるこ
とが可能である。かくして得られたnを（1）に代入し英，売
に考恋した如く式を誘導して　Kの値：を求めることも出來．
る。
　何れにしても理論的にはnの｛lll〔を知り，　free
ATP量からKを求めなければならない。
　以上，一つの試みとしてammonia　buf［erを用
い，常温にお・けるmyosinとATPとのbond
energyを計算し，　Mommaertsの0℃に：おける
成績と比較し考察を加えて來た。しかしこの種の
実験はATP純度，　AMのactivityを考慮に入れ
て論じなければならす，また上溝；した如く，方法
13）　Evans，　C．　L：　Prineiples　of　Human　Physiology
　　699　（London，　1947）．
　　　 　　　　　　CMAni：’@この照合には］K＝　　　　　　　　　　　　　　である。　　　　　　　　　　CMCAii
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Fl勺にも幾多の難．点があり，この威績に：定：量：的な意
義を與えるごとはさらに槍討を要するところであ
る。從って筆者はこれをMommaertsとの’方法的
な比較に正め，この成績を以て，直ちにMom－
maertsがなした如き生理的な意味づけを行こう
とは弟し控えたい。
　　しかして筆者の川いたa皿皿onia　bufferは，
MommaertsのMgC12に比し粘度li茨復のない点で
優れ，常温に；拾．いてもbond　energyを計算しそ等る
irと，合成AMによりmyosin量を規定し．允こ
と，　さらに～Zの角翁雛曲編モに1対S『る甥県儒的な考察を
あわせ行った点で，一一つの改良．を加え得たもの．と
信ずる。
摘 要
　　］．皿yosin　B．及び合成AMにつき，ammonia
bufferを川い，　AM液のATP＊！l度低下から，常
温にお・けるmyosinとATPの．　bond　energyを計
算した。
　　2．その｛li！tvs－7，000～一9，000　calであった。
　　3．MommaertsのMgC12を川いた0℃にお
け 成績と対比し，成績の批判を行った．。
　　4．ammonia　bufferは粘度恢復のない点で，
MgCi2より優ることを認めた。
　　5・ATP－actomyosin　complexの解離曲線に対
する理論的な考察を行った。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　紹利29．3．．26受付）
Sulnmary
　　　1．　The　bond　energy　between　myosin　and　ATP　has　been　calculated　from　the　Arl”P－drQp
of　AM　solution　at　room　temperature，　with　myosin　B　and　synthetic　AM　in　a皿monia　buffer．
　　　2．The　bond　energy　was　from－7，000　to－9，000　ca工．
　　　．”t．　The　results　were　discussed　as　compared　with　Mc　mmaerts’s　results　in　which
MgC12　was　used　at　QOC．
　　　4．　We　found　that　ammonia　buffer　wefis　superior　when　compared　with．MgCJ2　at　the
stage　of　non　recovery　of　viscosity．
　　　5．　ln　addition，　a　theoretical　study　on　the　dissociation　curve　of　ATP－myosin　complex
was　conducted．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reeeived　Mar．　26，　1954）
